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REAL-TIME PCR
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Kvantifikaéni strategie

Presna kvantifikace zavisi na:

Repeatability (Opakovatelnost)

Intra-assay variabilita (stejna analyza v jedné laboratofi)

Reproducibilty (Reproducibilta)

Inter-assay variabilita (stejna analyza v rznych laboratofich)

Accuracy (Spravnost)

. . .. ] High acc racy High accuracy
Shoda mezi experimentalné zjisténou hodnotou a realitou Low precision ~ High precision

Precision (Presnost)

Shoda mezi experimenty (,jak presné pipetujeme*)

Low accuracy
Low precisio High precision



PCR
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Kvantifikaéni strategie Faktory ovlivaujic

Templat — I1zolace RNA

- Volba zdroje (charakter tkané, biopsie, mikrodisekce...)

- Integrita (RNA Integrity Number — RIN) vypoget na zakladé 28S a 18S rRNA

- Cistota (A266/280; A260/230), pfitomnost PCR inhibitoru '
- Presné urCeni koncentrace RNA h |||
- Celkova RNA nebo mRNA? 5w we ww e,
- Vhodnost metody, automatizace, vytézek... ] | | ;‘:
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Kvantifikaéni strategie

Reverzni transkripce

- Vyznamny zdroj variability v gRT-PCR
- Metoda izolace RNA muze vyznamné ovlivnit proces reverzni transkripce
- Volba primeru, enzymu, teplotniho profilu

- One step vs. Two step PCR

- Vytézek cDNA

- sekvence smérem 5’konci signifikantné nizsi vytézek nez 3’

- RNaza H



Kvantifikaéni strategie

End-point vs. Real-Time PCR

- Vztah mezi vstupnim mnozstvim templatu a vyslednym mnozstvim amplikonu je mérny pouze

v exponencialni fazi rakce.
- Klasicka PCR proto musi byt zastavena jeSté pfed dosazenim plateau faze.

- Intra-assay variabilita klasické PCR (30-40%); Inter-assay variabilita (50-70%)

end point

|
/

oretical
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Plateau
faze
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Exponencialni -
liearni faze Actual
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Exponencialni amplifikace
pod urovni pozadi -
background

Log T7/rget D%

Cycle no




Kvantifikaéni strategie

Zpracovani dat

stanoveni Ct

Crossing Point
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A data primo z pfistroje
B vyhlazeni dat
C normalizace pozadi (na zakladé nespecifické fluorescence)

D normalizace amplitudy signalu (na zakladé plateau)

Fluorescence
f=] =]
| ™~
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\ Figure 7
| Effect of different factors on plateau position. A: More
enzyme in blue than in red samples B: More primers in blue

than in red samples C: Domed and plain caps




Kvantifikaéni strategie

Uc&innost PCR (Efficiency)
o e L, 100% Y=N2°
% o o -“'“;’*’,.‘u.“"'.,'mw...i 35”"."'\'.“" oo bore SN Y=N (1+E%)n
> ﬂ |
0 i—E——}———j——E——_[——:-——E—__

Uginnost PCR je 100% jen vyjimec&né&, dokonce i v
pfipadé opakovanych PCR identickych templatu

Amplification rate

wd




Kvantifikaéni strategie

Uéinnost PCR

Calculation of real-time PCR efficiency

F2F1

C-dqn-llope =s £ =40 143337 —n E=40 0299 —w £ =4 0Q

For i, =My

e
// MNyg /Ny = E® ™ = B
Far Mys = 103 My, (10-fold dilutions):
An=1/logE = -1fslope
A vy n=1/legk | =10 -1Slp
n

cp, L o CP. Py P

P eg. E=20 AN =332
An E=159 AN =358
ACP = An E=18 An =391

Roche Diaghastics, LT el Quantification soffware, March 2001
Rasmussen, R (2007) Quantification on the UghtCyciar in: Mewer, &5, Withaer, O, Nakagawara, &, s,
Rapid Ciycle Regttime PR, Methods and Applications Saringer Press, Heldeiberng, pacge 27-24



Kvantifikaéni strategie

Externi standardy
NC - NOI(E + 1)C i A ";",‘. /’:_—-—f— == = =
NO = NC/(E + 1)C ; | .’ Fluorescence Threshold (F,)
No = NJ(E + 1)c WAL
B .

Smérnice (k) = -Log(E + 1) Q S =
E = 102k | e

10 v _] 3 @ ) ,‘.

Posun = Log(N,)
Nt = 10rosun

Platné za predpokladu:
E je konstantni béhem celée PCR

E standardu a vzorku je shodna




Kvantifikaéni strategie

Vypocet ucinnosti PCR — externi standardy

g Slope Amplification Efficiency
49 -3.60 1.8957 0.8957
Gen 1l -3.55 1.9129 0.9129
A0 -3.50 1.9307 0.9307
Gen -3.45 1.9492 0.9492
2\{\ > -3.40 1.9684 0.9684
w 3.35 1.9884 0.9884
-3.30 2.0092 1.0092
Gen 3 39 3.25 2.0309 1.0309
5 -3.20 2.0535 1.0535
GAPDH e 3.15 2.0771 1.0771
o -3.10 2.1017 1.1017
20
e k E %
16 Gen 1 -3,3848 1,9744 97,44
3 Gen 2 -3,8847 1,8089 80,89
| 8 | | Gen 3 -3,560 1,9094 90,94
2 -1 0 1 2

Reference gene -3,4594 11,9475 94,75

R2 > 0,98 (GAPDH)
|dealné -3,32 2 100




Kvantifikaéni strategie

Vypocet ucinnosti PCR — externi standardy

1. E=10"1%
- obvykle od E = 1,60 — 2,10 pfi R?> 0,989

- pg — desitky ng cDNA
- vztah mezi Ct a log mnozstvi cDNA — linearni — min. 5 fadu

- nadhodnocovani realné ucinnosti PCR

2. Vypocet z narustu fluorescence v linearni fazi
- E=1,35-1,65

- podhodnocovani realne ucinnosti (datové body z oblasti blizké plateau)

3. Vypocet na zakladé vSech datovych bodu (Sigmoidal curve fitting method, SCF)
- Neni nutné odecitani hodnot pozadi
- E=135-1,65

4. Vypocet na zakladé narustu fluorescence v exponencialni fazi
- Y = Yo(B)"



Kvantifikaéni strategie

Uéinnost PCR

Otazka:

Provadite PCR alikvotu templatové DNA obsahujiciho 3x10° kopii. V pfedchozich
experimentech jste urcili efektivitu reakce 85%. Kolik cykld musite provést, abyste
dosahli vysledného podtu kopii 2 x1010?

Odpovéd: 2 x1010 = 3x105 (1+0,85) "
Y= N(1+E)"
10
Y = 2 x1010 log 2 x10 = nx log(1+0,85)
N = 3x108 3 x10°
E=0,85
’ 10
n="7 og —22197 — 1% 1og(1+0,85)
3 x10°
N = log 0,67 x104
log 1,85
n =17,8

K amplifikaci z 3 x10°na 2 x1019s G €innosti 85% je nutnych 18 cykl .



Kvantifikacni strategie

Absolutni kvantifikace Relativni kvantifikace

Quantification Strategies in real time qRT-PCR
MW Fiaffl BioSpeidrum X004 (Sonceraiaiabe PCR)

absolute quantification relative quantification
external calibration external calibration normalisation external
curve curve calibration
one colaor detection two color detection via ohe via reference curve without
system system reference gene index any referenece
SYBR Green | e.gq. Probes, ROX gene >3 HKG HeEnE
ROX ROX
external calibration curve N
« RT-PCK product
_ without real-time PCR with real-time PCR
* plasmid DNA efficiency correction efficiency correction
+ Invifro transcribed RMNA ¢ l
+ synthetic OMA Oligos
. : : {-AA CP) REST, qGene
synthetic EMNA Gligos 2 LC software




Kvantifikaéni strategie

1. Absolutni kvantifikace

« srovnani Ct jednotlivych vzorku s externim standardem (kalibracni kfivkou)

o Exaktni vysledek — zvolena jednotka (napf. pocet kopii/ng RNA/ml krve/
genom/bunku/hmotnost tkane... atd.)

» Vysoka reprodukovatelnost, specifita a presnost kalibracnich krivek

» Velky dynamicky rozsah — 101-10'° molekul templatu

« \Validace

* Volba externiho standardu (recDNA, gDNA, RT-PCR produkt, recRNA, syntetické
oligonukleotidy...)

* Reprodukovatelnost vysledku



Kvantifikaéni strategie

Externi standardy Vysledek absolutni kvantifikace zavisi na

1.Volb é standardu

2.Good laboboratory practice

DNA

— Plazmidova DNA, genomova DNA, cDNA, syntetické oligonukleotidy
— Velmi stabilni, odolné vuci ndahodnému Stépeni

— Useky DNA cca 2kb maji podobné vlastnosti jako mMRNA/CDNA

— Reprodukovatelné vysledky

— Snadné stanoveni koncetrace

— Kalibrac¢ni kfivky zalozené na DNA nereflektuji RT krok

— Externi standardy nezohledriuji pfitomnost PCR inhibitor(



Kvantifikaéni strategie

Externi standardy

RNA
* RecRNA (rekombinantni RNA)

— syntetizovana pfimo nebo in vitro z plazmidove DNA, obsahujici klonovany RT-
PCR fragment

* Reverzni transkripce

- Odlisna kinetika reakce jako u nativni RNA

- Neodrazi zastoupeni jednotlivych RNA frakci (rRNA so%, tRNA 10-15% a dalsi)
 Externi standardy nezohlednuji pfitomnost PCR inhibitorud

» Stabilita a citlivost k nukledzam

« Komeréné dodavana celkova RNA nebo jeji frakce (polyA, tRNA) jako tzv.

background RNA — zvySeni u€innosti RT RecRNA



Kvantifikaéni strategie

Externi standardy

Biotechnology Letters 13: 275282, 2001.
© 2001 Eluwer Academic Publishers. Printed in the Netherlands.

Validities of mRNA quantification using recombinant RNA and
recombinant DNA external calibration curves in real-time RT-PCR

Michael W. Pfaffi* & M. Hageleit

Table 1. Characterisation of real-ime IGF-1 LightCycler PCR using either recRNA or ss
recDNA external calibration curve in comparison with the native hiver total RNA. Intra- and
mnter-assay variation of calibration curve models are mean values (n = 4) determined 1n Table 2.

IGF-1 recRNA IGF-1 recDNA Unknown

calibration curve calibration cuuve  IGF-1 mRNA

Start template IGF-1 recRNA IGF-1 recDNA IGF-1 mRNA
Amplification efficiency  1.77 1.93 1.89
Detection limit 16 molecules 6 molecules 80 pg liver total RNA
Quantification limit 1600 molecules 60 molecules 500 pg liver total RNA
Quantification range 1600-1.6 x 1019 60-6 x 1010 500 pg—50 ng
(test linearity) molecules molecules hiver total RNA

(r =0.992) (r = 0.996) (r = 0.933)

Intra-assay variation T% (n = 4) 0.7% (n = 4) 1.2% (n = 4)

3
Inter-assay vanation 4.5% (n=4) 2.6% (n = 4) 4.9% (n =4)




Kvantifikaéni strategie

Externi standardy

Je nutné vytvaret pokazdé novou kalibracni kfivku? Jaka je jeji reproducibilita?

Predpokladame stejnou instrumentaci, reagencie i templat (opakujeme stejnou kalibraéni krivku)

variabilitia N y=Kkx+
2-3% smernice (k)

10% posun (q)

(a
- Nékteré pfistroje (napf. Roche Lightcycler) umoznuji ukladani standardnich krivek a jejich

kalibraci (korekce q) prostfednictvim jediného datového budu v kazdé analyze (za prfedpokladu

konzistentniho designu analyzy)



Kvantifikaéni strategie

Efekt po €ateéniho po ¢tu kopii

Odhady mnozstvi templatu nad 1000 kopii jsou relativné presné (chyba 1%)
Ale - maly vstupni poCet templatovych molekul — chyba narista

Napf. uéinnost PCR 80% - v kazdém cyklu pravdépodobnost 20%, Zze nedojde ke
zdvojnasobeni poc¢tu molekul

Monte Carlo effect

zavisi na mnozstvi templatu — ¢im je mensSi mnozstvi
templatu, tim je i menSi pravdépodobnost, Zze mnozstvi
amplikonu bude odrazet skuteéné mnozstvi templatu (narust

variability)




Monte Carlo effect
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Pfesto, lze Uuspésné kvantifikovat i extrémné mala
mnozstvi templatu:

Stanoveni 10 kopii genomu viru hepatitidy C v plazmé

Intra-assay variabilita (CV) 3,1%
Inter-assay CV 4,4% (4,15% CV pro 100000 kopii)

ELSEVIER Journal of Virological Methods 105 (2002) 253-263

www.glsevier.com locate jviromet

Sensitivity and reproducibility of HCV quantitation in
chimpanzee sera using TagMan real-time PCR assay

Montserrat Puig *. Kathleen Mihalik *. Mei-ying W, Yu ",
Stephen M. Feinstone *. Marian E. Major **

* Laboratory of Hepatitis Viruses, Division of Viral Products, CBER, FDA, Building 294, Room 1D02, 8800 Rockville Pike,
Bethesda, MD 20892, USA
b Laboratory of Plasma Derivatives, Division of Hematology, CBER, FDA, 8800 Rockville Pike, Bethesda, MD 20892, US4

Received 13 February 2002; received in revised form 20 May 2002; accepted 21 May 2002




Kvantifikaéni strategie

2. Relativni kvantifikace

 Nevyzaduje externi standardy
 Srovnani Ct jednotlivych vzorkd (genu) (napt. u pacienta po lé¢h&) S expresi

referencniho genu (housekeeping gene) a vuci biologické kontrole

. (napf. pacient pred Ié€bou, zdravy Clovék...) B

« Kontrola = tzv. kalibrator . ,
e UrCeni poméru exprese :

- AACt

- Korekce ucinnosti PCR

- Hodnoceni skupin vzorkl — software REST/REST XL



Kvantifikacni strategie

2. Relativni kvantifikace AACt R= 2-[ACt sample-ACt control]

Bez zahrnuti efektivity jednotlivych reakci R= 2-AACt

Predpokladame 100%
vzorek | c-fos GAPDH | ACt AACt R

A 22,00 18,18 3,82 0 1
~_f A B IR S
B
B 22,34 15,76 6,58 2,76 1,15
Nenormalizovana exprese c-fos
m 1,5
1
T 0 . .
SAPDH S euEEEE NN A :
A B N
Normalizovana exprese c-fos vici GAPDH
1,5
1
1 0,5 .
0 : o .
A B




Kvantifikaéni strategie

Korekce relativni kvantifikace zahrnujici uc¢innost PCR

Ratio = (Ecilovy gen)ACt cilovy gen(kontrola-vzorek)
(E ¢ L )ACt referenéni gen (kontrola-vzorek)
referen¢ni gen
Ratio = (Ecilovy gen)ACt cilovy gen (PRUMER kontrola - PRUMER vzorek)
(E erengni )ACt referenéni gen (PRUMER kontrola - PRUMER vzorek)
referencéni gen
To = Ct vzorek Ct kalibréator
Ratio = (Ereferenéni gen) L (Ereferenéni gen)

Ct vzorek Ct kalibrator
(Ecilovy gen) (Ecilovy gen)



Kvantifikaéni strategie

Uéinnost PCR

| maly rozdil v u€innosti PCR mezi stanovovanym genem a referenéni kontrolou mize
dramaticky zménit vysledny pomeér

Napfr. rozdil v t€innosti (AE) = 3%

E cilovy gen > E referencni gen PO 25 cyklech pomér 47%

E referenéni gen > Ecilovy gen PO 25 CykIECh pomér 209%
= 5%

E cilovy gen > E referenéni gen PO 25 CykIECh pomér 28%

E referencni gen > Ecilovy gen PO 25 cyklech pomér 338%
=10%

E cilovy gen > E referenCni gen PO 25 CykIECh pomér 7,2%

E referencni gen > Ecilovy gen PO 25 cyklech pomér 1083%



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamneho genu (YFG) u
pacientd a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vuci GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27

Jak se liSi exprese YFG u pacientu a zdravych dobrovolnika?

Pacienti: dCt=32-26 = 6
Kontrola: dCt=35-27 = 8

ddCt: 6-8 = -2
Pomér exprese: 2-ddCt = 4



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamneho genu (YFG) u
pacientl a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vuci GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27
Efektivita PCR (YFG) 80%; (GAPDH) 90%

Jak se liSi exprese YFG u pacientu a zdravych dobrovolnika?

Ratio = (Ecilovy gen)ACt cilovy gen(kontrola-vzorek)
(E . )ACt referencni gen (kontrola-vzorek)
referencni gen
Ratio = 1,83 = 5,832 = 3.07

1,91 1,9



Experiment: Srovnani exprese klinicky vyznamneho genu (YFG) u
pacientl a zdravych dobrovolnikd. Normalizace vuci GAPDH.

Pacienti: Ct (YFG) 32; Ct (GAPDH) 26
Kontrola: Ct (YFG) 35; Ct (GAPDH) 27
Efektivita PCR (YFG) 60%; (GAPDH) 105%

Jak se liSi exprese YFG u pacientu a zdravych dobrovolnika?

Ratio = (Ecilovy gen)ACt cilovy gen(kontrola-vzorek)
(E L )ACt referenéni gen (kontrola-vzorek)
referencni gen
Ratio = 1,63 = 4,096 = 1,998 !

2,051 2,05
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Normalizace v relativni kvantifikaci

Sample-to-sample variation

Run-to-run variation

Korekce variability mezi jednotlivymi vzorky, zplusobené
e Charakterem vzorku

* Integritou RNA

o Efektivitou RT

* Pipetovaci chybou

Normalizace vuci
* Neregulovanému endogennimu referencnimu genu

e Celkové bunécné RNA/DNA
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Referencni geny

GAPDH
_ GAPDH je regulovana za nejr uznéjSich experimentalnich i
Albumin fyziologickych podminek
Aktin (Y) Exper,lmentalnl Tkan Extracelularni Onemocnéni
podminky faktory
Histon H3 veék Leukocyty uv Karcinom
Apoptoza Erytrocyty IL2 - prsu
Tubulin (y) Bunécny cyklus Stfevni biopsie  NO - cervixu
Vyvojove stadium  Endothelie TPA - kolorekta
i Hladovéni T-lymfocyty Dexamethason - plic
Cyk|0fl|ln Hypoxie Thyrocyty Cholinergni agonisté - jater
. . Oxidativni stres Kreatin - prostaty
MlkrOQIObU|lny Téhotenstvi Inzulin - slinivky
o Sérum Retinova kyselina
UblC]UItIn Ruastovy hormon Neurodegenerativni
Vitamin D onemocnéni
18SrRNA Mn'
28SrRNA

Pseudogeny — specificka amplifikace nezavisla na mRNA
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Referencni geny

Programy geNorm a BestKeeper (freeware)

Ur€eni expresnich profili vice housekepingovych genu,
zhodnoceni jejich variability (pairwise correlation),
geometricky prumér vice opakovani

Vyhodnoceni nejstabilnéjSiho housekeepingovéeho genu za definovanych podminek.

BestKeeper Index =
Jak na to? JCP xCPy x CPy X ... x CP..

Tkarnoveé kultury
— normalizace vUc¢i poctu bunék, referenénimu genu, RNA...

— replikaty

Mononuklearni krevni bunky
— heterogenni populace
— FACS — normalizace vucéi poc€tu bunék definovaného typu
— kvantifikace vUuci expresi genu pro prislusny CD (CD-19 B-lymf.)
— totalni RNA
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Jak na to?

Biopsie solidnich tkani
- Nadorova tkan
- Heterogenita

- Otazkou je, zda-li je vibec objektivné mozné relativné kvantifikovat klasické biopsie
(problémy s referenénim genem a jeho expresi v daném misté, poctem bunék...)

Laser Capture Microdissection PR

- Normalizace exprese vuci referenénimu genu
- Vyhodou je histologicka informace a znalost poc¢tu bunék

Celkova RNA
- Nutné presné urceni koncentrace RNA
- Nereflektuje RT a PCR krok

rRNA
- Jiny charakter exprese, jiné polymerazy, atd.

- Jeji hladina je ale ovlivnéna méné nez v pfipadé mRNA
(s vyjimkou krevnich bunék)

- Otazka volby subpopulace (28S, 18SrRNA)

D'Souza et al. BMC Neuroscience 2008 9:66 do0i:10.1186/1471-2202-9-66



Design experimentu

Jak navrhnout spravny experiment?

— Definovat jej pfed vlastnim zaCatkem experimentu

— Brat v uvahu hypotézu

— Byt maximalné jednoduchy (co nejméné komplexni)

— Maximalné kontrolovatelny

— Technicky a ekonomicky proveditelny, statisticky vyhodnotitelny

Variabilita dat

Nezadouci
Technicka: zpracovani vzorku (sampling, izolace, RT-PCR)
ReSeni: replikaty, normalizace k internimu standardu

Biologicka: rozdily mezi vzorky (bazalni exprese, odpovéd na treatment)
ReSeni: opakovana méreni, normalizace ke kontrolni skupiné

Hledana
Rozdily mezi testovanymi skupinami
Nahodny sampling, velky soubor
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Statisticke vyhodnoceni

Nulova hypotéza (neni rozdil), kterou se test bud’ potvrdi nebo vyvrati

Zakladni statistické parametry — primér £ SD nebo median * x-percentil

0.5

0.4

0.3

f(2)

Parametrické testy

0.2 1

- Normalni rozlozeni 014

- Stejny rozptyl g P 4 u , : 5

- Dva vzorky t-test (one/two tailed)

- RUzné nezavisle proménné - ANOVA (i tehdy, neni-li rozlozeni uplné Gaussovské)

Genova exprese (expresni pom éry) miva obvykle Normalni rozlozeni,
pokud je vyjad rena v log , méfritku.
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Statisticke vyhodnoceni

Neparametrické testy

- Nezname parametry rozlozeni

- Testovani rozdild mezi nezavislymi skupinami (Independent samples)

dva vzorky, u kterych porovnavame priaméry nékteré z proménnych
- Mann-Whitey U test; Kolmogorov-Smirnov test

vice skupin

- Kruskal-Wallis test; Medianovy test

-Testovani rozdili mezi zavislymi skupinami

Porovnavani proménnych, zjistovanych na jednom vzorku

Wilcoxonuv test (parametricka alternativa — t-test/ANOVA)

Hodnoty typu ,mRNA pfitomnéa/nepfitomna“ (dichotomické hodnoty) — McNemaruv x? test

-Testovani vztahl mezi proménnymi

- Regrese a korelace (Spearmanuv/Pearsonuv korelaéni koeficient) R?

- Standardni kfivky
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Statisticke vyhodnoceni

Kdy pouzit ktery test

Parametrické vs. neparametrické testy

RT-PCR
Obvykle maly poc€et hodnot, s velkym rozptylem, vétSinou nesledujicich normalni rozlozeni

-> neparametricke testy

V pfipadé vétsSiho poc¢tu hodnot (>100), Ize pouzit parametrické testy

Neparametrické testy jsou méné nachylné k a-chybam (nespravné zamitnuti nulové hypotézy), ale
jsou mené citlivé nez parametrické (napf. srovnani p u para < p u neparametrickych testu), jako

signifikantni najdou vétsi rozdil nez parametrické testy.



Kvantifikaéni strategie

Statisticke vyhodnoceni

Analyza vice genu/vzorku (clustering)

Dvourozmeérny graf Trirozmérny graf
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Kvantifikaéni strategie

Statisticke vyhodnoceni

Analyza vice genu/vzorku (hledani trendu, clustering)

N riznych gend — n rdznych proménnych — n rozmérny graf ?

PF. 10000 gend... (microarray)

Principal component analysis (PCA)

Redukce poctu rozméru (dimenzionality) na zakladé
vypoctu kovariance mezi jednotlivymi vzorky. 1o0e PC1

Pavodni osy jdou nahrazeny tzv. komponentami

1007

104

GDESE2 softbt GEMT173 (raw)
T T T T T T T T T T T T T T
10 100 1000

Fig 1: Foothall-shaped data set with two main components.



Kvantifikaéni strategie

Statistické vyhodnoceni — shlukova (clusterova) analyza

Dendrogramy
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Kvantifikaéni strategie

Statistické vyhodnoceni — shlukova (clusterova) analyza

Self organizing maps (ANN, Kohonen)

www.multid.se



Kvantifikaéni strategie

Shrnuti - prace s daty

Kontrola dat (outliers)
Uprava efektivity PCR
Kompenzace variability mezi jednotlivymi PCR (inter-plate calibration)
Normalizace na stejné mnozstvi vzorku (RNA/DNA)
Pramérovani technickych replikatu
Vypocet mnozstvi/poméru

Statisticka analyza variability



Kvantifikaéni strategie

Shrnuti

Umite odpovédét na nasledujici otazky?

- design experimentu, napf. je vzorek tkané reprezentativni? Jaké
biologické kontrolni vzorky musim pouzit?

- volba metody, jaky templat bude vstupovat do mych reakci?

mam pouzit pouze poly-A RNA nebo celkovou RNA? Ma

dostatecnou kvalitu? One step nebo two step PCR?

- s jakou u€innosti bézi moje PCR?

- absolutni nebo relativni kvantifikace?

- je zvoleny housekeepingovy gen vhodny?

- probéhla ma real-time PCR spravné? Jsou Ct stanoveny spravné?
- mam predstavu o statistickem vyhodnoceni mych dat

- jaky ma vysledek mého experimentu biologicky vyznam?

> VERSEy, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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